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Caseinの酵素的水解
第 I報 牛牌 PhosphoproteinPhosphataseに就て 
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〈昭和 32年 4月 30日受付〉 
Caseinの酵素的脱燐酸に関しては，従来多くの研究がなされたが， 1946年 Harris(l)は蛙
の卵中に Phosphoprotein'から直接に無機燐酸を遊離する新しい酵素を発見し，之を Phos醐 
phoprotein Phosphataseと名附けた。その後， Feinstein-Volk(2)(1949)は，この酵素を 
ratの組織中に見出し，それが還元剤(アスコルピン酸等)によって賦活されることを報告
し，且つ，この酵素による Casein水解(脱燐酸)の機序を考察した。しかし Norberg(3) 
(1950)は還元剤による賦活を否定している。以上の粗製酵素の実験に対し Sundararajan-
Sarma(4)(1953)は，牛牌中の PhosphoproteinPhosphataseを硫安並びにアセトン分劃に
よq精製し，その基質特殊性，賦活物質の作用並びに Casein水解(脱燐酸)の作用機序につ
いて述べた。
著者は牛の牌臓を用い， Fhosphoprtein Phosphataseの分離精製を行った結果，無色透
明，三塩素酷酸 CTCA液)にでも白濁を生ぜず， Sundararajan-Sarmaの精製酵素に比し
て，更に活性度の高い精製酵素液を得たのでここに報告する。向 Casein水解についての知見
は次論文に於て報告する。
実 験 % Casein溶液を基質として用いる:
工.基 質 精製 Caseiri3.0 g Vこ1-N.苛性ソーダ液 12.0ml 
1) Casein を加え，よく撹持し，次で、蒸溜水 46.0ml及び pH 
i) Caseinの精製法…・・ HammarstenCasein 6酷酸・ペロナール緩衝液 30.0mlを加え Casein 
(Merck)の50gを水約 2000mlに懸濁して，之に を完全に溶解せしめる。次でこの溶液に Caseinの
約 6.0mlの 28%アシモニア水を加えて溶解し，之 沈澱を可及的防止すべく急速に撹持しつ:"， l-N.酷
を穂紙バノレプで穏過する。耀液に酷酸を加え， pH 酸 12.0mlを滴下する。僅かに生ずる Casein沈澱 
4.7とし，生ずる Caseinの沈澱を集める。沈澱上 も一晩放置すれば溶解し，帯黄色透明液となる。か
滑に遊離の無機燐酸が検出されなくなるまで，この くして得られた pH6の3%Casein溶液は氷室中
-溶解・枕蹴桑作を繰返した後，集めた沈澱を水洗 に保存すれば数カ月にわたり使用に耐える。
し，アルコ{ノレ，次でエ{テノレにて脱水乾燥して， 2) Phosphopepton.. ...教室保存，反町仰の合成
塩化カルシウム乾燥器中にて一晩乾燥し，直ちに せる Ba塩 0.2gを少ー量の水に溶L，稀塩酸にてコシ
ii)項の如く溶解して氷室中vこ保存する。この精製 コプ、 10 
Caseinは乾燥状態で長く保存すると微量の無機燐 を苛性ソーダ液及び炭酸ヅーダ液にて pH6vこ補正
酸を遊離するから，実験に当って適当量新規精製し し，水をもって総量 10.0mlとする。この液を以後 
て用いる。 2% Phosphopepton液と記すが，この液中の結合 
ii)基質 Casein液の製法・…ー下記の知く pH6 P濃度け塑で、ある。 ~67 
酷酸・ベロナー;1.-緩衝液 (Michaelis~(めを加えた 3 3) フェニー ノL燐酸ソーダ，エチル燐酸ノミ Pウ
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ム， メチル燐酸ノミリウム，ベンジノレ燐酸カリウム， せるj慮液 5.0mlを Fiske-Subbarow法(10)にて呈 
r， ， α，a'ジグロール・グリセロ燐酸バリウムく2H20)， 色し，総量を 10.0inlとして Pulfrich光度計 (S
アミノエチル燐酸，ジフェニール燐酸カリウム，及 61)にて測定した。
びピロ燐酸ソ{〆は教室保存の標品を用いた。 2) フェノー ノレ定量
ブェニ{ル燐酸アミド・アンモニウム塩は教室保 上記 1)i)項 Youngberg-Youngberg法に用い、
存のジフェニール燐酸アミドより市原くりの記載に従 たと同じ TCA除蛋白糠液1.0mlをとり，背性ソー
って製出した。 ダ液にて pH9に補正し，赤松・宍倉(11)法にて呈色
戸ー グリセロ燐酸ソー ダ， 5アデ‘ニノレ酸は和光製品; して Pulfrich光度計 (S61)で比色測定した。
リボ核酸は Merck製品を精製(吉浜ゅより提供〉 実験成績
して用いた。 1J Phophoprotein Phosphataseの分離
以上の基質中 Ba塩は基質液調製に際し，当量の 精製 
K2S04液を以って BaをKに置換した。 新鮮なる牛の牌臓の実質を肉挽きで挽き，之をそ
叉，ヂブエニーノレ燐酸，ヂフェニール・ピロ燐酸 の2.5倍量の堕食塩水と共に WaringBlendorに 
2 2 は弟義、液液;υMJ t0.4矧%(備結合計 長乞》〉》; 加omog 悦s鵠eし， 25伽 却リボボ、核酸酌はま P濃糠度i て氷冷しつつ.h 抑eni p.m
他は総て品液をもって基質液とした。 遠沈して上清液〈赤褐色〉をとり，硫酸安門 0.3飽
1I.実験方法 和と七た後遠沈し，その上清を更に硫唆安門 0.6飽
試験混液は特記せざる限り， Casein及び Phos- 和にして，その沈f査を集める(これ迄を“段階A" 
phopeptonの場合を除いて次の如く調製したo基 とし，得られた沈主査を“分劃 A3~6" と名附ける〉。
質液'1.U'ml+緩衝液 (pH 6酷酸・ベぴナ{ル緩衝 この沈澄を 2f音量の水で溶解し，氷室中にて 3日間
五在、液(5)3.0ml +賦活剤(ーーチオグ P コ~ l~'酸)1.0 蒸溜水透析を行った後(毎日換水する)，遠沈してそ100 
ml+水 4.0ml+酵素液1.0ml，計 10.0mlとす の沈殿を集める(“段階B"とす〉。この沈殿〈“分 
Mる。従ってこの場合一般に基質終濃度は3ιとなる 劃 B3-6'つに 5倍量のー食塩水を加えて溶解し，再1000 2 
が， ヂフェニーノレ燐酸，ヂフェニーノレピロ燐酸の場 び 2500r.p.m. 20分遠沈して沈殿を除去する(“段
合は旦，2000' リボ核酸でけ炉ムP終濃度 M とーなる。 "17>1=V'- -.'"ロロ a220 階C" とす〉。この上清 C“分劃 C3~6'つは Sunda­'. ~ 
Caseinの場合の試験混液組成は 3%Casein液 
(pH 6酷酸・ペロナーノレ緩衝液を含む)8.0ml +賦
活剤1.0ml+酵素液1.0ml，計 10.0mlにて結合P
終濃度品; Ph叫 hopeptonの時は 2%Ph砂 
phopepton液 3.0ml+緩衝液3.0ml+賦活剤1.0 
ml+酵素液1.0ml，計 10.0mlなる組成で結合P
終濃度 Mー となる。223 _."， ~O 

実験温度 370C。
 
m.測定法 
1) 無機酸燐定量
i) 一般には試験混液 2.0mlを 10%TCA液 2.0'
mlにて除蛋白し，漏液1.0m1を Youngberg-You-
ngberg法仰にて呈色し，全量を 10.0mlとして
Pulfrich光度計 (S.72)で比色測定した。
i) Vボ核酸水解時には試験混液 2.0m1をウラ
ニール・ TCA試薬(1%酷酸ウラニール;16% T 
CA液を含む)2.0 m1にて除蛋白し，漏液1.0m1を
上記の如く Youngberg-Youngberg法にて測定し 
た。
ii) Casein及び Phosphopepton水解時・には
試験混液 2.0m1を附 TCA液 8.0n比て除蛋白
rarajan -Sarm副長〉の PhosphoproteinPhospha-
ta随分離法の FractionCに相当する。
この分劃 C3~6 を7kで 5 倍に稀釈し， pH 6とし， 
370 24時間放置し， 3日間蒸溜水透析を行ったが，
酵素力の低下を来さなかった。叉，分劃Cに4倍容
の蒸溜水を力nえ(堕食塩水溶液となる〉て， 1200
10 
r.p.m. 30分遠沈し，上、清及び沈澄について検する
に，枕澄は Casein水解能を有するが上清には全く 
M存せず，一方 4倍容の一食塩水にて稀釈し，同様操'2 
作を行ったものの遠沈上滑には完全に酵素力が存在 
した。 
，0.4.-.. 0.5.4，0.3--0の代りにA上記段階 0.5.-.. 0.6 
硫安飽和の三分劃として，その各々の沈澱(夫々 
“分劃 A3~4"，64分劃A 4-5"，“分董U A5~6" とす〉に 
ついて，段階C迄の操作を行い，、得られた分劃即ち
“分劃 C3-4" ，“分劃 C是~t'J6分劃 C5~日"の Casein 
水解力を検した結果，第 1表Aに示す如く，分劃C
3~J は他の二部分よりも Casein 水解力が弱し、故，
酵素精製の一般法としては硫安 0.4--0.6飽和の部分 
を用し、る事とした。分劃Cの酵素液は甚だ強力であ
ったカら活性度測定に際してはザ食塩水にて 5倍に
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lキ* IBI分劃 EM|26148173
(精製酵素)l 0叫(ー〕(78) I(87) 1(1
試験液組成並びに実験方法は実験の部記載に従う。
養分葺IJC3-4 は酵素精製法の段階Aに於て硫安0.3~ 
0.4飽和，分割の沈澱部分に就いて段階 C迄精製
操作を行って得られた酵素液であることを示す。
分劃C晶、ω分割¢ゎ6，分劃E.1-6も之に準ずる。
制()内数字は同時測定のフェニーノレ燐酸7.K解%。
稀釈して用いた。
この分劃Cは溜濁としている。これから透明な酵 
素液を得る為に次の様に等電点沈殿法を行った。分
劃Cを学食塩水にて 5倍に稀釈し，凶酷酸にて
pH 5とし， 4000r.p.m. 20分遠沈して不活性蛋白
沈殿を除去するb この淡黄色の透明上清(分劃D)
は Casein水解能を有するが，なお， TCA液にて
自衛する。これに TonerdeCrを 1量加え， 1時 
10 
問振謹後遠沈した上溝液〈分劃E)は無色透明(若 
しなお着色している場合は今一度 TonerdeCrを
加えて吸着操作を繰返す)， 10% TCA液を等容加
うるも濁りを生ぜず， 叉， 2倍量のアセト Yを加え
ても加肢を生じなし、。この分劃Eを精製酵素液と名
附ける(第 1表，第2表〉。
分劃Cをトノレオール添加の下に氷室に保存すると
次第に蛋白沈搬を生じ，約 1カ月後には沈澱多量と
第 2表牛牌 PhosphoproteinPhosphatase 
による Caseinの水解 CITJ
辞 素 j竺竺I~竺l三竺「 
a|持分劃 6 !4例一%1凶 77%C5-
58 I 1. I19 j 39〉液の氷室付b ja月保存せるもの j ~v VuJ 
なり酵素力の低下を来、したが，この沈殿を除いた上
燐酸水解能を有している(第 1表 B，第 2表 d)。こ
の両酵素作用の分離を種々試みた。
pH C諸撞 に於ける加熱による分離を試み，分劃 
0pH6 100 2 Casein液を にて 分加熱して 水解能， 
Caseinを検するに， より直ちに無機燐酸を遊離せ
ず，叉，人尿モノエステラーゼを追加しても無機燐	
E pH4酸の生成を見なかった。なお，分劃 液にて ， 
ベ1 
清を更に 1-N酷酸にて pH 5とし等電点沈搬を行
った結果，その上清の酵素力は再び復活した。これ
を“段階E"迄精製操作を行ったが，その活性度は
2菱化なく精製酵素液として得られた〈第 表〉。 
0050 5 pH 655 30 Casein分; 分加熱を試みたが，， ， ， 
水解能はブェニール燐酸水解作用よりも低下し，ーモ
ノエステラーゼ不合の酵素液を慨し得なカ?った。	 
ベ1 
2J Casein水解酵素とフェニール燐酸水解
酵素との分離
前項に記した精製 Casein水解酵素はフェニール
なお，中村(12)の方法に準じ pH3.5及び 5にて，
澱粉を支持体とする ZoneElektrophoresisを行
って(共和応用物理研究所製 ZoneElektrophore-
sis装置使用)， Casein水解酵素とフェニール燐酸 
7.K解酵素との分離を試みたが，両酵素作用は原位置
に大部分留まり，僅かに陰極側に移行したのみで，
相互分離は成功しなかった。
第 3表精製 PhosphoprotinPhosphatase 
の ZoneElektrophoresis 
i陽極か仏?の問? 
8..-..- ロ20~ 臼1 ベ!16~114-- 12--
18t 161 14 121 10 
ごIpHICosein 水解%I 0 1 1 17I 0 I 0 
-'1 5.0fPhenyぽ水解%I 6 I12 I67 I 0 I 9 
水解% .，，~.，/~ / I 
I 
~ 
，j.:JIPhenyl-P水解% 
0 I4 I16 I0 I0 1.  .
0 I28 I46 I0 I0 
DHica回 inITI宅:I -~ ~ ~ ~ ~ 
vU J 
b)液遠沈上清を 136 1 60 1 88 *工〉芸酷酸・酷酸ソーダ緩衝液 
C I等電点ァ搬せる i:!:~~， I~~:， I~==， I 
|遠没上清 I(58) I(71) I(7り I(ー〉	 E〉3重フタール酸塩酸混液緩衝液
上記緩衝液に一晩透析せる濃厚精製酵素液を陽極
(表ム印部〉に充嘆す。cm15~16より	I 53 I 82 .0 I3液よりの精製d Ic)
酵素 I(48) I(67) I(77) I(ー〉
試験液組成並びに実験方法は実験の部記載に従う。
養分劃 Cõ-6 は酵素精製法の段階Aに於て硫安O.5~ 
0.6飽和，分劃の沈殿苛ゆに就て段階 C迄精製操
作を行って得られた酵素液であることを示す。
長持()内数字は同時測定のフェニール燐酸水解%。
，. 100C電気泳動条件: 
泳動後，全長 40cmの“セノレ"充填澱粉を 20区
分し，夫々 0.85%食塩水 9.0mlに溶出し，その上
溝-を pH6 ~こ補正し，一般法に従って Casein 及び 
Phenyl♂.水解を測定した (pH6，24時間〉。
水解を示さぬ区分は表から省いた。
7.m.A，240V，24時間。
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Casein水解試験に於ては一般法の如くにして遊
離燐酸を測定せる他に，試験混液に更に豚精液モノ
エステラ{ゼを加えて作用せしめたるものの遊離燐
酸をも測定したが，この両者の値は愛化が見られな
かった。 
3J ~hosphoprotein Phosphataseの特殊性 
i) Phosphoprotein Phosphatase作用に対す
る諸種還元性物質の影響
この酵素の Casein水解作用は，チオグリコ{ノレ・ 
酸，アスコルピン酸，チステイ Y，チステアミ Y，
及びグノレタチオンにより賦活される。賦活力の大さ
は上記の順に従う。エチレ Yヂアミンによって賦活
されない(第 4表〉。
第 4表 PhosproteinPhosphatase作用に
第 5表 精製 PhosphoproteinPhosphatase 
による諸種燐酸化合物の水解
基	 1時質	 lzf員30分 I I2時 
I....~り|竺ぞ1.....~8..901. .....?3...~Casein 
(ー ) I 4 6 11 
Phospho-
pepton ;~}J +J--i-1 1i 
Phenyl-P. 
Benzyl-P. ~:t:; -I----~ _-J---{---J-J~---
α-a' dichlorI仁+) I11 I18 I29 
glycero-P. I (一) I 5 I 11 1. 22 
対する諸種還元性物質の影響 5士2L一-一.1.主之 
Q(¥一一-----時イ間
添加d蚕ミー-:1I30分 I2時')i Il=f:. 
7.k (対 照〉 4 %1 10 %1 13 % 
チオグ Pコー ノレ酸 48 64 77 
24アスコルピン酸 68 80 
チ	 ス テイ 三ノ 16 46 52 
チステアミシ 15 33 39 
グルタチオ y 10 34 41 
エチレ Y ヂアミシ 3 8 11 
L¥. 
3時 
試験液組成並びに実験方法は実験の部を参照。
添加物質の終濃度は長。。 
酵素液は第 1 表分劃 Có~6 を使用した。
i) 	 Phosphoprotein Pho~phatase による諸種
燐酸化合物の水解
精製 PhosphoproteinPhosphatase' (第 1表 B)
による諸種燐酸化合物の水解は第 5表に示すが如く
である。 
即ち，精製 PhosphoproteinPhosphatase液
は Casein，プェニール燐酸，ピロ燐酸をよく水解
し，ベ yジ、;1.-燐酸， 5アデ、ニ lv酸をも7.k解する。ヂ
フェニール燐酸，ヂエチノレ燐酸はチオグリコーノレ酸
叉はエチレシヂアミ Yの添加に於ても pH 6のみな
らず， pH 7及 pH9びにでも水解されず，叉，ヂ
ベジジノレ燐酸も pH6で水解されない。従って精製 
Phosphoprotein.Phosphatase液中にはヂエステ
ラ{ゼ作用は見られなし、。ヂフェニーノレピロ燐酸は
水解されない。
供試せる脂肪緩アルコ{ノレ燐酸モノエステルのう
ち， α，a'ヂグロール・グリセロ燐酸を除いて，s-
グPセロ燐酸，エチノレ燐酸， メチル燐酸，アミノエ 
一1. 5 Aeenylic列 
I a舵ciほd I(一) I4 I 8I 16I 	  
29 1 33 1. I (+ ) I 24 
Pyro-P. 1..:………|…一一一一一一十 i 
1 (ー) I 9 I 16 I 22 
試験液組成及び実験方法は実験の部参照。
酵素液は第1表Bを使用した。
基質は上記表の他，エチル燐酸，メチル燐酸，s 
グリセロ燐酸，アミノエチル燐酸，ヂプェニール燐
酸，ヂエチノL燐酸，ヂベ yジザレ燐酸，ヂフェニール
ピロ燐酸が供試されたがし、ずれも水解されなし、o }) 
ボ核酸，フェニール燐酸アミドは僅かに 7.k解され
る。之等はし、ずれも表から省いた。
チノレ燐酸は pH6で、は水解が認めらぬが， pH4に 
於てはかグリセロ燐酸は僅かながら水解される。
叉，フェニール燐酸の7.k解も pH4に於ては p;H6 
に於けるよりも透かに強し、。
叉， Phosphoprotein Phosphatase vこより Phos-
phopeptonが僅かながら水解せられるのが認めら
れた。リボ核酸及びフェニ{ル燐酸アミドも僅かに
水解される。
この酵素による Caseinとブェニール燐酸及び
Phosphopepton水解はチオグリコール酸の添加に
より著しく賦活されるが，イ也の基質に於てはチオグ
リコール酸による著明な影響は認められなかった。
者按 
Phosphoprotein Phosphatase についての研究
は始め粗製酵素について行われて来たが， Sundar-
arajan-Sarmaくのは牛牌より硫安分劃，次でアセト
シ分劃により，翌食塩水可溶のグロプリMy傾Jンl刈 
して，かなり強い Casein水解酵素を精製した。
著者は Sundararajan・Sarmaの材料たる牛牌を
第 2号 朝蔭: Caseinの酵素的 71<解 -307ー
供試し，硫安分劃により強力なる酵素液を得たが，処のかグリセロ燐酸を殆んど71<解しない事を以つ
酵素は水にて稀釈するときは沈澱する。しかし更に て，之等両酵素が別個のものである証拠のーっとし
等電点沈澱， Tonerde Cr処理により，“分劃E" でし、る。著者の供試せる燐酸エステルに於ては，so 
即ち無色透明，蒸溜水に透析するも全く、沈搬を生ぜ グリセロ燐酸及びメチル燐酸，エチノレ燐酸を殆んど
ざる精製酵素液を得，しかもこの操作により酵素力 水解せぬにも拘わらず，フェニ{ル燐酸を強く 71<解
の減退を認めなかった。 し， α (X1ヂグロー ノレグ Pセロ燐酸，ベンジノレ燐酸，o 
Sundararajan-Sarmaの精製酵素は，彼等の最 5アデ、ニノレ酸， Phosphopeptonをも水解する。
も精製せる段階たるアセトン分劃後も，なお，グロ 叉，ヂフェニーノレ燐酸，ヂエチル燐酸，ヂベ Yジ
ボ核酸，フェニ{ノレ燐酸v，燐酸を水解しないが].，lプリン性を有する蛋白であり，その活性度測定には 
TCA液による沈澱物中の窒素に対する酵素単位を アミドを僅かに水解し，ピロ燐酸を水解する。
もってしている。しかるに著者の精製酵素は TCA 之等の基質に対する水解能が Phosphoprotein 
液を加うるも由濁を生〈ず，叉， 2倍量のアセトン Phosphataseの作用なるか，或は混在せる俳種 
を加えても沈殿を生じない事からも，彼等の醇・素に Phosphataseの作用によるかは不明である。ブェ
比して純度が遥かに高い事が知られる。 ニ~)1，.燐酸水解能について， Casein水解作用との
著者の精製せる酵素は供試せる還元性物質中，チ 分離を試みたが|成功しなかった。精製酵素液にはフ
オグリコール酸及び、アスコルピン酸によって特に強 ェニー ノレ燐酸71<解酵素の混在が考えられると共に，H
く賦活されることは， Feinstein-Volkくの， Sundar- フェニー ノL燐酸及び Phosphopeptonを水解士る
arajan-Sarmaの成績と一致する。 一種のそノエステラーゼ作用を Casein水解能と同
Sundararajan等('1)(2)く13)は彼等の酵素が Phos- 時にもっている事も考えられる。
phomonoesterase によって分解される基質である
結 論 
1) 牛牌より，硫安分劃，等電点洗澱，次で TonerdeCγ 処理により，蛋白含量の甚だ少
く，活性度の極めて高い PhosphoproteinPhosphataseを精製し得た。 
2) この酵素は諸種還元物質，特にチオグリコ戸ル酸及びアスコルゼン酸?とより強く賦活さ
れる。
む この酵素は pH6に於て， Caseinを強く水解する他，フェニ{ル燐酸，ピロ燐酸をも
良く水解し，ベンジル燐酸， 57デニル酸， リボ核酸，フェニ戸ル燐酸アミドを水解する。燐
酸ヂエステルは水解しない。供試せる脂肪族アルコ戸テル燐酸モノエステル水解はα-α/ヂク
ロr-Jレ・グ、リセロ燐酸を除いては pH6では水解されない。叉， Phosphopepton は僅かなが
ら水解される。
木研究は文部省より赤松教授に与えられた科学研究費によって行われ，その間終始御懇篤なる
御指導を賜わった赤松教授に対し深甚なる謝意を表します。
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